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aquaporinは，AQP0 - 12の 13種類が同定されており，MIP/AQP0，AQP1，AQP2，AQP4，





















Fig. 1. Phylogenic tree of human aquaporin 

































Fig. 2. AQP7を介した脂肪細胞からの glycerolの放出機構 
































































Fig. 3. Time course of glycerol uptake in MDCKII cells stably expressing AQP7 
The uptake of [3H]glycerol (0.05 µM) was evaluated at 37°C and pH 7.4 in AQP7-MDCKII(●) 














Michaelis-Menten式に当てはめたところ，最大輸送速度Vmaxは 406 ± 33 pmol/min/mg 
protein，Michaelis定数Kmは 11.9 ± 1.2 µMと算出された．血漿中のglycerol濃度は数十か
ら数百µMであり23,45,46)，このKm値をやや上回るが，AQP7による十分に高い輸送効率が
期待される範囲である．また，過去に報告されたヒトAQP9（Km = 9.2 µM）及びAQP10
（Km = 10.4 µM）とも同程度の値であった16,17)． 
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Fig. 4. Concentration dependence of glycerol uptake by AQP7 stably expressed in 
MDCKII cells 
The specific uptake of [3H]glycerol was evaluated for 5 min at 37°C and pH 7.4. The Vmax and 
Km are 406 ± 33 pmol/min/mg protein and 11.9 ± 1.2 µM, respectively, as the computer-fitted 













































Fig. 5. Time course of urea uptake in MDCKII cells stably expressing AQP7 
The uptake of [14C]urea (0.7 µM) was evaluated at 37°C and pH 7.4 in AQP7-MDCKII(●) and 
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Fig. 6. Effect of ions on glycerol uptake by AQP7 stably expressed in MDCKII cells 
The specific uptake of [3H]glycerol (0.05 µM) was evaluated for 5 min at 37°C and pH 7.4. 
NaCl in the control medium was replaced as indicated. The control value was 1.03 






















































Fig. 7. Effect of pH on glycerol uptake by AQP7 stably expressed in MDCKII cells 
The specific uptake of [3H]glycerol (0.05 µM) was evaluated for 5 min at 37°C. Data are 



















Fig. 8. Effect of temperature on glycerol uptake by AQP7 stably expressed in MDCKII 
cells 
The specific uptake of [3H]glycerol (0.05 µM) was evaluated for 5 min at pH 7.4. Data are 
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Fig. 10. Effect of various compounds on glycerol uptake by AQP7 stably expressed in 
MDCKII cells 
The specific uptake of [3H]glycerol (0.05 µM) was evaluated for 5 min at 37°C and pH 7.4 in 
the presence of a test compound (10 mM) or in its absence. The control value was 0.66 





ルコール類の glycerol 輸送への阻害効果を調べた（Fig. 11）．その結果，1,2-ethanediol
により 50%程度，1,2-propanediol により 70%程度の阻害が観察された．一方，
1,2-butanediolによる阻害はみられなかったことから，AQP7に認識される基質構造は基
本骨格の炭素数が 2または 3の場合に限定されるものと示唆された．加えて，炭素数が
2または 3であっても，水酸基を 1つしか持たない ethanolや 1-propanolによる阻害が観
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Fig. 11. Effect of various alcohols on glycerol uptake by AQP7 stably expressed in 
MDCKII cells 
The specific uptake of [3H]glycerol (0.05 µM) was evaluated for 5 min at 37°C and pH 7.4 in 
the presence of an alcohol (10 mM) or in its absence. The control value was 0.55 pmol/min/mg 
protein. Data are presented as means ± SE (n = 3). * p < 0.05 compared with the control.  
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第 4章 AQP7による glycerol輸送に対する glycerol誘導体の阻害様式の評価 
 
AQP7 による glycerol 輸送に対して glycerol のエステル誘導体等が強い阻害効果を示
し，また，基質認識要件としての 1,2-diol構造の関与が示唆されたことを踏まえ，一連
の glycerol誘導体の阻害効果に関してさらに詳細な検討を加えることにした（Fig. 12）． 
はじめに，glycerol のアセチルエステル類について検討を行った．AQP7 特異的な
glycerol輸送は，モノアセチルエステルである monoacetinによって強く阻害され，その
1 mM存在下で阻害率はほぼ 100%に達した．ジアセチルエステルである diacetinも強い


































































































































Fig. 12. Effect of various glycerol 
derivatives on glycerol uptake by AQP7 
stably expressed in MDCKII cells 
The specific uptake of [3H]glycerol (0.05 µM) 
by AQP7 was evaluated for 5 min at 37°C and 
pH 7.4 in the presence of a glycerol derivative 
(inhibitor) at varied concentrations or in its 
absence. Data are presented as means ± SE (n 
= 3). * p < 0.05 compared with the control in 
the absence of inhibitors, as assessed using 






り組んだ（Fig. 13）．阻害剤としての glycerol誘導体の濃度は，100 µM（monoacetin及





た，エステル誘導体の阻害定数は monoacetin = monobutyrin < diacetinであった．glycerol
輸送のMichaelis定数（11.9 µM）が monoacetinや monobutyrinの阻害定数よりも小さく，
トリアシルエステルが阻害効果をほとんど示さなかったことを併せて考えると，AQP7















































































































































Fig. 13. Competitive inhibition of glycerol uptake by AQP7 stably expressed in MDCKII cells 
by various glycerol derivatives 
The specific uptake of [3H]glycerol by AQP7 was evaluated for 5 min at 37°C and pH 7.4 in the 
presence of a glycerol derivative (open circles) or in its absence (closed circles). The profiles of 
uptake clearance versus glycerol concentration were used for curve fitting analyses for the 
estimation of kinetic parameters and Eadie-Hofstee plots are presented for graphical inspection. In 
the panels of A for monoacetin (100 µM), B for diacetin (500 µM), C for monobutyrin (100 µM) 
and D for diglycerol (500 µM), the values of Vmax (pmol/min/mg protein) were 186 ± 26, 133 ± 20, 
130 ± 9 and 137 ± 20, respectively, and those of Km (µM) were 17.1 ± 5.0, 9.5 ± 2.4, 9.1 ± 1.6 and 
11.6 ± 2.2, respectively. The values of Ki (µM) of monoacetin, diacetin, monobutyrin and diglycerol 
were 134 ± 17, 420 ± 111, 80 ± 18 and 312 ± 69, respectively. Data and parameters are presented as 
means ± SE (n = 4). The Ki values of monoacetin and monobutyrin were significantly different from 
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that of diacetin at p < 0.05, as assessed using ANOVA followed by Student-Newman-Keuls test. 





















であり，これらの glycerol誘導体が glycerolに対する AQP7の競合基質として認識さ
れる可能性が示唆された．また，その親和性はヒドロキシル基の数に依存することが

























ヒト AQP7 遺伝子のクローニングを行うにあたり，ヒト精巣 total RNA（Clontech，
Mountain View，CA，USA）から cDNAを合成した．逆転写反応は total RNAを 3 µgを
鋳型に，オリゴ dT プライマーを用いて ReverTra Ace（Toyobo，Osaka，Japan）により
行った．得られた cDNA をテンプレートとして，KOD-Plus-Neo polymerase（Toyobo）
を用いた PCRによって，ヒト AQP7遺伝子を増幅させた．PCR条件は，94℃で 2分の
熱変性ステップの後，98℃で 10秒，59℃で 30秒，68℃で 1分の 3ステップを 33回繰
り返した．また，プライマーの配列はヒト AQP7遺伝子（GenBank accession number，
AB006190）を参考に設計し，以下に記した． 
Forward primer：5'-AAG ATC AAG ATG CGC TGT AAC TGA G-3' 




PCRを行った．PCR条件は，94℃で 2 分の熱変性ステップの後，98℃で 10 秒，65℃で




Forward primer（XhoI）：5'-TCA CTC GAG ACA TGG TTC AAG CAT CCG-3' 




した．精製した PCR 産物及び哺乳類発現ベクターである pCI-neo ベクター（Promega，
Madison，WI，USA）を制限酵素 XhoI（Toyobo）と XbaI（Toyobo）で処理し，1%アガ
ロースゲル電気泳動により分離，目的の長さの DNA断片を含むゲル断片を切り出した．
このゲル断片より，QIAEX II Gel Extraction Kit（Qiagen，Valencia，CA，USA）を用い
て目的の DNA断片をそれぞれ抽出し，これを Ligation-convenience kit（Nippon gene，
Tokyo，Japan）によりライゲーションした．ライゲーション産物はヒートショック（42℃，
1分）により大腸菌に導入し，抗生物質を含まない 2×TY培地を加えて 37℃，1時間の
前培養を行った．この一部を 100 µg/mL ampicillinを含む LBプレートに撒き，37℃で一
晩（約 12時間）培養した． 
LBプレート上に得られたコロニーを 100 µg/mL ampicillinを含む Terrific Broth培地に
採取し，37℃で約 10 時間振とう培養した．この培養液から，Wizard SV Minicolumn
（Promega）を用いてプラスミド DNA を抽出し，制限酵素処理の後，電気泳動により
インサートチェックを行った．目的の長さの DNA を含むプラスミドは，BigDye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems，Foster City，CA，USA）によ
る反応後，ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer（Applied Biosystems）によりその塩
基配列を解読し，AQP7 遺伝子の ORF 全長に変異がないことを確認した．塩基配列に
変異がないことが確認されたプラスミドを再び大腸菌に形質転換し，上記と同様の手順
でLBプレートにコロニーを得た．得られたコロニーを100 µg/mL ampicillinを含む2×TY
培地に採取し，37℃で約 10時間振とう培養した．この培養液を約 50 mLにスケールア







イヌ腎由来MDCKII（Madin-Darby canine kidney type II）細胞は東北大学加齢医学研究
所医用細胞資源センターより提供を受けた．MDCKII細胞の培養には，10% FBS
（Invitrogen），100 U/mL penicillin及び 100 µg/mL streptomycin（共にSigma，St. Louis，
MO，USA）を含むD-MEM（Wako Pure Chemical Industries，Osaka，Japan）を使用し，





MDCKII細胞は継代に際し，血球計数盤を用いて 4.0 × 105 cells/mLとなるように調製
し，24-wellプレートに 500 µL/wellずつ播種した．この際，抗生物質を含まない培地を
用いた．その直後，Lipofectamine2000（Invitrogen）を用いてリポフェクション法により
プラスミドを導入した．6 時間後，抗生物質を含む培地に交換し，さらにその 24 時間
後に 24-wellプレート中の全細胞をはがし，細胞培養フラスコに移した．この際，培地
として 0.8 mg/mL G418（Sigma）を含むD-MEMを用いた．培地は数日に 1回交換した．
細胞が 80%コンフルエントになった時点で細胞をはがし，5 cells/mLとなるように調製








AQP7安定発現細胞の継代に際し，血球計数盤を用いて 2.0 × 105 cells/mLとなるよう




て 10 mM HEPESを含むHanks’ solution（136.7 mM NaCl，5.36 mM KCl，0.952 mM CaCl2，












細胞外 pH の取り込みへの影響を評価する際には，NaOH 水溶液により目的の pH に







取り込み実験を行った wellに 0.5% SDSを含む 0.2 M NaOHを 0.5 mL加え，1時間放
置することにより，細胞を可溶化させた．well中をマイクロピペットにより撹拌し，そ
の全量をカウンティングバイアルに移した．これに液体シンチレーションカクテル





ない wellにおいて，培地を除去した後，緩衝液を用いて細胞を洗浄した．これに 0.2M 
NaOH を 0.5 mL 加え，タンパク定量用サンプルとした．タンパク定量は BCA Protein 
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